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Abstract: 
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NOVELTY Heparanase inhibitors are used for the treatment or prevention of cardiac insufficiency and 
associated indications, symptoms and/or malfunctions. 



ACTIVITY Cardiant; nephrotropic; hepatotropic. Tests for heparanase expression were carried out in a 
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rat model for cardiac insufficiency described in Circulation 95, 1253-1259 (1997). Congestive cardiac 
insufficiency was induced in 5 rats, the hearts were removed, tihe mRNA was isolated and the amount of 
expressed heparanase mRNA was determined. Average mRNA expression (excluding standard 
deviation) in these rats was 4.153 compared with 4.289, indicating that the induced pathological state 
was not associated with a regulation of heparanase mRNA expression. The intra- and extra-cellular 
increase in heparanase activity is seen in cardiac hypertrophy and insufficiency. 

MECHANISM OF ACTION Heparanase inhibitor. 

USE The method can be used in human and veterinary medicine, for the treatment or prevention of 
congestive heart failure e.g. primary cardiomyopathy. Associated conditions treated or prevented with 
the inhibitor are especially peripheral odemas, pulmonary and hepatic congestion, dyspnoea, 
hydrothorax and ascites. Renal problems, e.g. nocturia can also be treated. 

pp; 16DwgNoO/l 

Technology Focus: 

TECHNOLOGY FOCUS - PHARMACEUTICALS - Preferred Inhibitor: The heparin inhibitor is a 
glycosaminoglycan, especially: 

(a) a heparin which has partly reduced COOH groups, or is at least partly N-desulfated and N-acetylated 
or is at least partly N,0-desulfated and N-resulfated or is O-acylated; 

(b) a sulfated and/or phosphorylated oligosaccharide; 

(c) a glycomimetic saccharopeptide; 

(d) a laminarin sulfate; 

(e) suramin; or 

(f) trachyspinic acid. 

Alternatively, the inhibitor can be a low molecular weight compoimd. 
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@ Verwendung von Heparanase-inhibitoren zur Behandlung von Hersinsuffizienz 
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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung wenigstens eines Heparanase-Inhibitois zur Behandlung von 
Herzinsuflizienz und damit zusammenhlUigenden Anzeichen, Symptomen und/oder Fehlfiinkdonea. 
5 Proteoglykane sind poiyanionische Substanzen hohen Molekulaigewichts, in denen verschiedene Arten von Hetero- 
polysaccharid-Ketten kovalent an ein Polypeptidriickgrat gebunden sind. Die ehemals als Mucopolysaccharide bezeich- 
neten Polysaccharidgruppen der Proteoglykane werden neuerdings als Glycosaminoglykane bezeichnet. Eine Vielzahl 
von Enzymen ist an dem Auf-, Um- und Abbau dieser Proteoglykane beteiiigt, Durch Proteolyse konnen Glycosamino- 
glykane freigesetzt werden, die wiederum unter der Einwirkung von Glycosaminoglykan-Endoglycosidasen in kleinere 

10 Fragmente zerlegt werden, wahrend entsprechende Exoglycosidasen Monosaccharide von den nicht-reduzierenden En- 
den der Glycosaminoglykane freisetzen. 

Heparansulfat (HS) und Heparansulfat-Proteoglykane (HSPG) konmien auf der extrazellularen Oberflache und in der 
extrazellularen Matrix vor. Die HS-Ketten werden im allgemeinen aus Clustem sulfatierter Disaccharid-Einheiten, vor- 
nehmlich 1-4 an otrlduronsaure-Reste gebundenes N-sulfatiertes Glucosamin, gebildet, die durch wenig oder nicht sul- 

15 fatierte Regionen, vomehmlich 1-4 an p-D-Glucurons^ure gebundenes N-acetyliertes Glucosamin, voneinander ge- 
trennt sind. Ihnen wird eine HauptroUe in Zell-Zell- und Zell-Matrix-Wechselwirkungen zugeschrieben, die an verschie- 
denen physiologischen und pathopbysiologischen Prozessen beteiiigt sind. Zu nennen sind hier bei spiels weise die Adha- 
sion. Migration, DifFerenzierung und Proliferierung von Zellen. Berichten zufolge interagieren verschiedene Molekiile 
mit HS und/oder HSPG. Es handelt sich dabei entweder um Wachtstumsfaktoren (z, B. FGF, PDGF, VEGF), Cytokine 

20 (IL-2), extrazellulare Matrixproleine (Fibronektin, Collagen), an der Hamostase beteiligte Faktoren (Heparin-Cofaktor 
n), Oder um Molekiile anderer Natur, z. B. Lipoproteine, DNA-Topoisomerasen und ^-Amyloidproteine (vgl. Hileman et 
al. (1998) BioEssays 20, 156-167; Stringer and GaUagher (1997) Int. J. Biochem CeU Biol 29, 709-714; Rapraeger 
(1993) Curr. Opin Cell. Biol. 5, 844-853; Berafield et al. (1993) Development 1993 Suppl. 205-212; Kjellen and Lin- 
dahl. (1991) Annu. Rev. Biochem. 60, 443-475; Schlessinger et al. (1995), CeU 83. 367-360; HimbuU und GaUagher 

25 (1993) Biochem. Soc. TVans. 21, 477^82; Najjam et al (1997) Cytokine 9, 1013-1022; Ho et al. (1997) J. Biol. Chem. 
272, 16838-16844; PiUarisetti et al (1997) J. Biol. 

Chem, 272, 15753-15759; Kovalszky et al. (1998) Mol. CeU. Biol. 183, 11-23; Schulz et al (1998) Eur. J. Neurosci- 
ence 10, 2085-2093). 

Angesichts dieser viel^ltigen BeteiUgung ist HS/HSPG-moduUerenden Enzymen besonderes Interesse entgegenge- 

30 bracht worden (Ernst et al. (1995) Crit. Rev, Biochem. Mol. Biol. 30, 387-444). 

Endoglycosidasen und insbesondere endo-P-Glucuronidase (im folgenden Heparanase genannt) fanden Beachtung, da 
sie mit der Metastasierung von TUmoren, endzundlichen Prozessen und der Leukozytenwanderung in Verbindung ge- 
bracht wurden (Vlodavsky et al. (1999) Genbank Accession Nr. AF 144325; Hulett et al. (1999) Nature Medicine 5, 
803-809; Toyoshima and Nakajima (1999) J. Bio. Chem 274, 24153-24160). Tatsachhch wurde Heparanase urspriing- 

35 lich in murinen metastatischen MelanomzeUen entdeckt. Heparanase spaltet HS in charakterisdsche Fragmente hohen 
Molekulargewichts und diese Akdvitat wurde mit dem metastatischen Potential der MelanomzeUen korreUert (Nakajima 
et al, (1983) Science 220, 601-613; Nakajima et al. (1984) J. Biol. Chem, 259, 2283-2290). Infolge wurde eine erhohte 
Heparanase- Aktivitat in weiteren mobilen, invasiven ZeUen aufgezeigt, beispielsweise in Zusammenhang mit Lympho- 
men, Mastocytomen, Adenocarzinomen, Leukamien und rheumatoid^ Fibroblasten. 

40 Gestatzt auf diese Beobachtungen schlug man vor, Heparanase^Inhibitoren zu verwenden, um das invasive Potential 
von ZeUen in Zusammemhang mit pathologischen Zustanden giinstig zu beeinUussen. In diesem Sinne wird in der 
WO 99/43 830 vermutet, daB Inhibitoren der Heparanase-Aktivitat auch bei der Behandlung von Arthritis, Asthma und 
anderen entziindUchen Erkrankungen, vaskularer Restenose, Atherosklerose, Himorwachstum und -progression und fi- 
broproUferativen Erkrankungen von Nutzen sein konnten, denn aU diesen Zustanden Uegt eine Einwanderung von 

45 FremdzeUen in das betroffene (jewebe bzw. Organ zugrunde. 

Aufgabe der vorUegenden Erfindung ist es, neue therapeutische Anwendungen fiir eine Modulation der Heparanase- 
Aktivitat bereitzusteUen. 

Uberraschenderweise wurde nun gefunden, dafi die Inhibition der Heparanase-Aktivitat eine Behandlung von Herz- 
suffizienz ermogUcht, 

50 (jegenstand der vorUegenden Erfindung ist die Verwendung wenigstens eines Heparanase-Inhibitors zur Behandlung 
von Herzinsuffizienz. 

Unter H^zinsuffizienz (synonym: Myocardinsuffizienz, Herzmuskelschwache, Insuffizienzia cordis) versteht man er- 
findungsgem^B ein Unvermogen des Herzens, die erford^Uche F5rda:leistung zu erbringen. Der Begriff Herzinsuffi- 
zienz beschreibt den Zustand eines Herzes, in dem Kompensationsmechanismen wie Herz&equenz, Kontraktivitat, 
55 Schlagvolumen, Hypertonic, nicht zur Aufirechterhaltung eines normalen Herzzeitvolumens ausreichen. Es handelt sich 
um eine Schwache der Pumpenfunktion. 

Dieser Zustand kann bei Belastung (Belastungsinsuffizienz) oder schon in Ruhe (Ruheinsuffizienz) auftreten. Je nach 
Schweregrad wird gemafi der New York Heart Association (NYHA) unterschieden zwischen Funktionsklassen I bis IV, 
d. h. einer voIUgen Beschwerdefreiheit bei normaler korperUcher Belastung bis hin zu Insuffizienzzeichen bei jeder kor- 
60 perUchen Tatigkeit, die haufig auch in Ruhe bestehen. 

Die Herzinsuffizienz kann das gesamte Herz (globale Herzinsuffizienz) oder Telle davon betreffen, beispielsweise 
Links- oder Rechtsherzinsuffizienz. 

ErfindungsgemaB bevorzugt ist die Behandlung von Myokardinsuffizienzen, d. h. Hendnsuffizienzcn, die auf eine 
Veranderung des Myokards zuriickzufuhren sind. Zu nennen sind in diesem Zusanunenhang insbesondere Kardiomyo- 
65 pathiwi und vorzugsweise primare Kardiomyopathien, beispielsweise durch Hypertrophie des Herzens, vor aUem des 
Kammerseptums und des Unken Ventrikels gekennzeichnete hypertrophe obstruktive oder nicht-obstruktive Kardiomyo- 
pathien und durch Hypertrophie und Dilatation des Heizens gekennzeichnete kongesdve Kardiomyopathien (auch als di- 
latative kongestive Kardiomyopathien bezeichnet). 
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Den erfindungsgemaB bevorzugt behandelten Formen von Herzinsuffizienz, insbesondere kongestiver Herzinsuffi- 
zienz, liegen eine oder mehrere der nachfolgend aufgezahlten Verandeningen des Myokards zugrunde: Hypertropbie ein- 
zelner oder aller Wandschichten, Abnahme der Muskeldehnbarkeit, HerzveigrOBerung, insbesondere VentrikelveigrbBe- 
rung, insbesondere ohne Dickenzunahme der Ventrikelmuskulatur, Dickenabnahme der Ventrikelmuskulatur und fibioti- 
sche Veranderungen der Ventrikelmuskulatur. s 

Die erfindungsgemaB zu behandelnde Indikation Herzinsuffizienz ist in der Regel gekennzeichnet durch eine progres- 
sive Entwicklung, d. h. die vorstehend beschriebenen Zustande verandem sich im Laufe der Zeit, in der Regel nimmt der 
Schweregrad zu und gegebenenfalls kdnnen ZustSnde ineinandor Ubetgehen oder weitere Zustande zu bereits bestehen- 
den Zustanden hinzutreten. 

In diesem Sinne werden erfindungsgemaB insbesondere Veranderungen des Myokards behandelt, die unter dem Be- 10 
griff "remodelling" zusammengefaBt werden; das sind Vorgange, die Veranderungen in der Myokardiocyt-Struktur und/ 
oder Veranderungen umgebenden Bindegewebes mit sich bringen. 

Durch die erfindungsgemaBe Behandlung von Herzinsuffizienz bzw. den ihr zugrundeliegenden Zustanden lassen sich 
eine Reihe weiterer Anzeichen, Symptome und/oder Fehlfunktionen behandeki, die mit Herzinsuffizienz zusammenh^- 
gen, d. h. insbesondere die oben beschriebenen Brkrankungszust&ide begleiten. Hierzu gehoren beispielsweise \br^de- 15 
rungen des p^pheren Kreislaufs, insbesondere Stauungserscheinungen im grofien und/oder im kleinen Kreislauf, z. B. 
Lungen- und Leberkongestion, eine Verminderung der Blutversorgung der Kreislaufperipherie, Storungen der Atmumg 
(Dyspnoe), der Nirarenfunktion, z. B. Nykturie, und des Elektrolytstoffwechsels, z. B. periphere Odeme, Brust- und 
Bauchwassersucht, etc. Diese Anzeichen, Symptome und/oder Fehlfunktionen bilden haufig Muster oder Gruppen, die 
als Syndrome bezeichnet werden, so daB sich erfindungsgemaB die Behandlung des Syndroms Herzinsuffienz ergibt. 20 

Eine Behandlung im erfindungsgemaBen Sinne umfaBt nicht nur die Behandlung akuter oder chronischer Anzeichen, 
Symptomen und/oder Fehlfunktionen, sondem auch eine vorbeugende Behandlung (Pravention). 

Der Begriff "Heparanase-Inhibitor" beschreibt Substanzen, welche die enzymatische Aktivitat von Haparanase oder 
deren Expression inhibieren. Unter Inhibition wird in diesem Zusanunenhang eine Verminderung der Enzymaktivitat, 
vor allem der Akti vilat als Endoglycosidasc, Endoglucuronidase, ^-Glucuronidase und insbesondere Endo-p-Glucuroni- 25 
dase, bzw. der Expression von Heparanase verstanden. Die Enzymaktivitat von Heparanase fiihrt beispielsweise zur 
Spaltung von Glycosaminoglykanen, gegebenenfalls als Ibil von Proteoglykanen, insbesondere von Heparansulfat, bzw. 
den entsprechenden Proteoglykane. \brzugsweise bev^rken erfindungsgemaBe Heparan ase-Inhibtioren eine Verringe- 
rung des HS- und HSPG-Abbaus durch Heparanase. 

Erfindungsgem^ bevorzugt sind fahibitoren von Sauger-Heparanase (EC 3.2.1) und insbesondere von humaner He- 30 
paranase und vor allem der durch die cDNA mit der SEQ ID NO: 1 kodierte Heparanase mit der Aminosauresequenz 
SEQIDNO: 2. 

ErfindungsgemaBe Inhibitoren binden in der Regel an Heparanase oder an Heparanase kodierende Nukleinsauren, 
z. B. DNA oder mRNA. Unter Bindung versteht man jede molekulare Wechselwirkung zwischen Inhibitor und Enzym 
bzw. Nukleinsaure, insbesondere unter physiologischen Bedingungen. Dies sind in der Regel klassische Wechselwirkun- 35 
gen, zu denen elektrostatische Krafte, van-der-Waals-Krafle, Wasserstoffbrucken-Bindungen, hydrophobe Bindungen, 
oder metallkomplexardge koordinadve Bindungen gehoren. Zusatzlich zu den vorstehend genannten, reversiblen mole- 
kularen Wechselwirkungen konnen auch irreversible Wechselwirkungen zwischen Inhibitor und Enzym in Betracht 
kommen, z. B. kovalente Bindungen. 

In der Regel binden Enzym-Inhibitoren im Bereich d^ oder einer der aktiven DomSnen von Heparanase und konkur- 40 
rieren mit anderen Substraten um deren Bindungsstelle(n) (Kompetition). Dementsprechend versteht man unter kompe- 
titiven Enzym-Inhibitoren diejenigen, die mit einem Vergleichssubstrat, im vorliegenden Fall vorzugsweise Heparansul- 
fat, um die Bindung an Heparanase konkurrieren, d. h. die Bindung des einen behindert die Bindung des anderen. Wegen 
dieser Bindung an Heparanase konnen kompetitive Enzym-Inhibitoren auch als Heparanase-Substrat bezeichnet werden. 
Vorzugsweise handelt es sich bei diesen Inhibitoren um Substrate, die im Vergleich zu dem oder den naturlichen Substra- 45 
ten der katalytischen Aktivitat von Heparanase nicht oder zumindest weniger zugangUch sind, d. h. sie werden nicht oder 
in vergleichsweise geringem Ausmafi durch Heparanase umgesetzt, insbesondere gespalten. Ebenfails brauchbar sind 
nicht-kompetive Inhibitoren, die beispielsweise im wesentlichen irreversibel an aktive Domanen, oder an anderer Steile 
an die Heparanase binden und, beispielsweise iiber allosterische Effekte, EinfluB auf die Enzymaktivitat nehmen. 

Zumindest fiir den Fall der kompetitiven Inhibition gilt der Grundsatz, daB die Verdrangung eines Substrats durch ei- 50 
nen Inhibitor mit abnehmender Bindungsaffinitat des Substrats bzw. zunehmender Bindungsaffinitat des Inhibitors zu- 
nimmt. Zweckm^igerweise besitzen daher erfindungsgemiiB brauchbare Inhibitoren eine hohe Bindungsaffinitat fiir He- 
paranase. Hne derartig gilnstig ausfallende Bindungsaffinitat gestattet eine wirksame VerdrSngung naturlich vorkom- 
mender Enzymsubstrate, beispielsweise von Heparansulfaten und Heparansulfat-Proteoglykanen, wobei die erford^li- 
che Konzentration an Inhibitor zur Bindung einer bestimmten Menge dieses Inhibitors an das Enzym bzw. zur Verdran- 55 
gung einer bestimmten Menge eines Substrats mit zunehmender Bindungsaffinitat des Inhibitors abnimmt Im Hinblick 
auf die medizinische Anwendung werden daher Inhibitoren bevorzugt, deren Bindungsaffinitat so groB ist, daB diese als 
WirkstoflF im Rahmen einer wirksamen medizinischen Behandlung in vertretbaren Mengen verabreicht werden konnen. 
ErfindungsgemaBe Inhibitoren werden daher vorzugsweise in Tagesdosen von etwa 0,01 bis 30 mg/kg Korpergewicht 
und insbesondere von etwa 0,1 bis 15 mg/kg Korpergewicht verabreicht. 60 

Eine Moglichkeit, die Bindungsaffinitat auszudriicken, bieten die oben angesprochenen Kompetitionsexperimente, 
mit denen man diejenige Konzentration an Inhibitor ermittelt, die das Enzym im Hinblick auf die Umsetzung eines an- 
deren Substrats zu 50% hemmt (ICso-Werte). So laBt sich auch die kompetitive Henunung der Bindung von Heparanase- 
Inhibitoren dahingehend auswerten, dafi erfindungsgemaB bevorzugte Inhibitoren halbmaximale Hemmkonstanten ICso 
in vitro von weniger als lO"-* M, vorzugsweise von weniger als 10"^ M und insbesondere von weniger als 10"^ M und bei 65 
nicht-kompetiver Hemmung von weniger als 10^ M, vorzugsweise von weniger als 10"^ M und insbesondere von weni- 
ger als 10^ M aufweisen. 

Bei den Expressionsinhibitoren handelt es sich insbesondere um Oligonukleotide, die beispielsweise im Sinne einer 
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antisense-RNA oder -DNA, oder im Sinne der Triple-Helix-Technik wirken. 

Eine Reihe von Heparanase-Inhibitoren sind beieits bekannt. Es handelt sich vielfach um Glycosaminoglykane mit 
struktureller Ahnlichkeit zu den natOrlichen Substraten der Heparanase, insbesondere Heparansulfate. Hierzu gehdren 
Heparine, Heparinfraktionen und Heparinfragmente, z. B. Heparine bestimmten Moiekulaigewichts, Heparinderivate, 
5 beispielsweise Heparine mit zumindest teilweise reduzierten Carboxylgruppen, zumindest partieil N-desulfatierte, N- 
acetylierte Heparine, z. B. in EP 0 254 067 A2, WO 92/01 003 und US-A-5,206,223 beschriebenes N-desulfatiertes. N- 
acetyliertes Heparin, zumindest partieil N,0-desulfatierte, N-resulfatierte Heparine, z. B. die in WO 92/01 003 und US- 
A-5,206,223 beschriebenen Verbindungen, und 0-acylierte Heparine, beispielsweise die in der EP0356 275 Al be- 
schriebenen Verbindungen. 

10 Heparin wird vorzugsweise aus natiirlichen Quellen, beispielsweise der intestinalen Mukosa von Rindem oder 
Schweinen, gewonnen. Eine Fragmentierung und/oder Fraktionierung kann auf die Ubliche Art und ^ise erfolgen. 
Carboxylgruppen lassen sich beispielsweise mit NaBH4 reduzieren. Sulfatgruppen konnen beispielsweise durch eine Be- 
handlung mit wasser- oder methanolhaltigem DMSO entfemt werden, wobei sich der Grad der Desulfatierung nach der 
Reaktionsdauer, der Reaktionstemperatur und dem Zusatz von ^^ser oder Methanol richtet Eine N- Acetylierung kann 

IS beispielsweise mit Essigsauieanhydrid unter alkalischen Bedingungen bewerkstelligt werden und die ResiiOfatierung ge- 
lingt beispielsweise mit einem lYiethylamin-Schwefeltrioxid-Komplex. 

Anstatt Heparin konnen auch andeie Glycosaminoglykane derivatisiert werden, beispielsweise Hyaluronsaure, Chon- 
droitin-4-sulfat, Chondroitin-6-sulfat, Dermatansulfat, Kmtansulfat und Heparansulfat und deren Proteoglykane, wie 
am Beispiel der O-Acylierung in der EPO 356 275 Al beschrieben ist. 

20 Geeignet sind auch sulfatierte Oligosaccharide, beispielsweise die in WO 96/33 726 beschriebenen, also insbesondere 
sulfatierte Mannopentaosephosphate, Maltohexaosesulfate und deigleichen, und sulfatierte Polysaccharide, beispiels- 
weise die in WO 88/05 301 beschriebenen, also insbesondere Heparin, Fucoidan, Pentosansulfat, Dexuransulfat und Car- 
rageenan-Lambda. Auch die in WO 90/01938 genannten Phophozucker enthaltenden Oligo- und Polysaccharide sind 
brauchbar. 

2S Ebenfalls geeignet sind glycomimetische Saccharopeptide, beispielsweise die in WO 96/35700 beschriebenen der 

Formel 

W (X)„ Y [(X)„ W (X)„ Y]„ (X), W 
30 worin 

die Reste W unabhangig voneinander fur Fucose, 3-Amino-3-deoxyglucose, 4-Amino-4-deoxyglucose, Glucose, Galac- 
tose, Glucosamin, Galactosamin, Glucuronsaure, Galacturonsaure, Glucosaminuronsaure, Neuraminsaure, Maltose, 
Maltotriose, Iduronsaure, 2,5-Anhydromannitol, Mannose, Mannuronsaure, und Cellobiose stehen; 
die Reste Y unabhangig voneinander fur -NR^-C(O)- und -C(0)-NR^-stehen; 
35 die Reste X unabhangig voneinander fur eine difunktionelle oder polyfunktionelle Gruppe, insbesondere Ethylenglycol, 
Ethylenglycol-Oligomere, Niedrigalkyl, gegebenefalls substituiertes Alkyl, AminosSuren und Peptide stehen; 
njeweilsOoder 1 ist; 

m jeweils 0 oder eine ganze Zahl von 1 bis 99 ist; 
mit der MaBgabe, daB die Gesamtanzahi von Resten W 2 bis 100 beoragt; 
40 und ftir -H, Alkyl mit 1 bis 8 Kohlenstoffatomen und Aralkyl mit 5 bis 8 Kohlenstoffatomen steht. 

Lanunarin-Sulfate, auch Laminaran-Sulfate genannt, das sind lineare Polymere aus P*l,3-verkniipften Glucose-Re- 
sten mit gegebenenfalls geringen Anteilen an P-(1,6)-Verknupfungen and 2 bis 3% D-Mannitol-Endgruppen, insbeson- 
dere das Nauiumsalz mit einem molaren Verhaltnis von wenigstens 1 : 1 Sulfatgruppen zu Monosaccharid-Einheiten ist 
ebenfalls als Heparanse-Inhibitor brauchbar (vgL WO 95/24 907). 
45 Weitere Heparanase-Inhibitoren sind Suramin und TVachyspinsaure. 

Geeignet sind auch die in dem US-Patent 5,817,800 beschriebenen Verbindungen der Formel I 

Y X 

50 ^^^^^^^^^^^^^ 

worin 

Y fur -COOH, -P03H2-P(O)(0R^(0H), -P(0)R^(OH), Tetrazol oder -SQ3H steht, worin 
55 R^Ci-C4-Alkylist, 

X fur NH, O Oder S steht, und 

R fur ein Wasserstoffatom oder fUr -C(0)NHC6(R^)5 steht, worin C6(R'')5 vorzugsweise fiir gegegenenfalls einfach bis 
funff ach substituiertes Phenyl steht und die Substituenten R^ ausgewahlt sind unter OH, Halogen, -COOH, -PO3H2 oder - 

SO3H. 

60 Auch die Salze dieser Verbindungen gehoren dazu. Veranschaulichende Beispiele dieser Verbindungen sind (Z)-O-(D- 
Glukopyranuronosyliden)amino-N-phenylcarbamat und (5R,Z)-0-(5-C-Phosphonato-D-xylopyranosyliden)amino-N- 
phenylcarbamat bzw. deren Natriumsalze. Diese Verbindungen konnen in an sich bekannter Weise hergesteUt werden, 
beispielsweise mit den in der EP 0 642 799 beschriebenen Verfahren. 
Niedermolekulare Heparanase-Inhibitoren, meist synthetische \^rbindungen, sind in vielerlei Hinsicht vorteilhaft 

65 brauchbar. 

Auch Aptamere, das sind NukleinsSuren, in der Regel Oligonukleotide, mit ausreichender Affinitat zu Heparanase, 
konnen als Inhibitoren Anwendung finden. 
Auch Heparanase-spezifische Antikdrper konnen als Heparanase-Inhibitoren brauchbar sein. Es kann sich um poly- 
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klonale Antiseren, monoklonale AntikSrper, Antikfirperfragmente, wie F(ab), Fc, etc., chimSre und rekombinante Anti- 
korper handeln. Die Herstellung solcher Andk6rper kann in an sich bekannter ^ise erfoLgen. Als Immunogen kann man 
Heparanase als solche oder antigene Fragmcnte davon, die in der Regcl an Ubliche lYagerproteine gekoppelt werden, ver- 
wenden. In Beispiei 8 der WO 99/43 830 wird beispieisweise die Herstellung eines polyklonalen Antiserums gegen aus- 
gesuchte Peptide humaner Heparanase beschrieben. In Shnlicher Weise wird in WO 95/04 158 die Herstellung ausge- 5 
suchter Heparanase-Peptide, insbesondere einer C-terminalen Sequenz, dort SEQ ID NO: 42 genannt, und die Erzeugung 
hiergegen gerichleter Antisera sowie deren Brauchbarkeit als Heparanase-Inhibitoren beschrieben. 

Die WO 96/08 559 beschreibt Phosphorthioat- oder Phosphordithioat-Antisense-Oligonukleotide mil vor2Xigsweise 7 
bis 30 Nukleotiden, die im wesentlichen aus dG und/oder dT-Nukleotiden gebildet werden, Konkret eignen sich zur In- 
hibition von Endoglycosidasen, insbesondere Heparanasen, beispieisweise die Oligonukleodde der dort beschriebenen 10 
Sequenzen SEQ ID NO: 2, 4, 6, 10. 

Die erfindungsgemaBe Anwendung ist nicht auf die vorstehendgenannten Inhibitoren beschrankt. Vielmehr kann jede 
Substanz, in deien Gegenwart die Heparanase-Aktivitat geringer ist als in deien Abwesenheit, erfindungsgemaB als He- 
paranase-Inhibitor Anwendung finden. 

Zur Messung der Heparanase- Aktivitat sind Tfestsysteme bekannt. Diese beruhen in der Regel auf dem Einsatz von 15 
markieiten Heparansulfaten oder Heparansulfat-Ptoteoglykanen als Substrat, wobei die Umsetzung, d. h. die Spaltung 
dieses Substrats und die damit verbundene Freisetzung bestimmter Fragmente anhand der Markierung verfolgt werden 
kann. Beispieisweise kann man fluoreszenz-, z. B. FTTC-, oder radio-, z. B. ^^SOa-, ^t- oder ^H-markierte Heparansul- 
fate Oder Heparansulfat-Proteoglykane, insbesondere •'^S04-markierte Heparansulfat-Proteoglykane, ^'^C- oder -^H-ace- 
tylierte Heparansulfate, oder fluoreszenzmarkierte Substrate, beispieisweise 4-Methylumbelliferyl-p-D-glucuronid ver- 20 
wenden. 

Die Substrate konnen auf biologischem Wege erhalten werden, beispieisweise indem man Endothelialzellen in radio- 
markiertem ^^S04 kultiviert oder tumorosen Versuchstieren radiomarkiertes Sulfat injiziert, und aus den Endothelial- 
bzw. Tumorzellen entsprechend markierte Heparansulfat-Proteoglykane gewinnt. Die SubsU^te konnen aber auch auf 
chemischem Wege synthetisiert werden, beispieisweise indem man Heparansulfat zunachst partiell deacetyliert und an- 25 
schlieBend reacetyliert. Durch reduktive Aminierung der fieien Enden von Heparansulfat und anschlieBender Anfugung 
geeigneter Markierungen konnen beispieisweise fluoreszenzmarkierte Heparansulfate heigestellt werden. Es kann von 
Vorteil sein, solche Substrate an einen festen TOger zu koppeln, was den Nachweis fireigesetzter Fragmente erleichtert. 
Zu dies^ Zweck kann man die in diesem Bereich ubliche Kopplungschemie anwenden, beispieisweise zunachst die re- 
duzierenden Enden aminieren und dann derart modifizierte Glycosaminoglykane an geeignete Matrices, beispieisweise 30 
Agarose, Sepharose und ahnliches koppeln. Heparansulfat-Proteoglykane oder auch Heparansulfat-Peptide davon kon- 
nen beispieisweise an CNBr-aktivierter Sepharose gekoppelt werden. Eine weitere Moglichkeit besteht in der AbU-en- 
nung der Degradationsprodukte durch Gelfiltration, Fallungsreaktionen, z. B. wie in Beispiei J der WO 96/35 700 be- 
schrieben ist, und ahnUchem. Mittels HPLC, vorzugsweise der AuschluB-HPLC, lassen sich vorteilhafterweise Ruores- 
zenzmarkierungen detektieren. GemaB dem in der WO 98/03 638 beschriebenen Tbstverfahien kann man auch HSbin- 35 
dende Proteine, z. B. histidinreiche Glycoproteine, vorzugsweise in immobilisierter Form verwenden, um nicht oder nur 
partiell degradiertes Heparanase-Substrat von degradiertem Substrat zu trennen und dadurch dessen Nachweis zu ermog- 
lichen. 

Die in diesen Tests eingesetzte Heparanase kann natiirlichen od^ rekombinanten Ursprungs sein, so kann Heparanase 
aus einer Vielzahl von Geweben und Korperflilssigkeiten, Serum eingeschlossen, aufgereinigt werden. Die Expression 40 
menschlicher Heparanase kann mit den in WO 95/04 158 und WO 99/43 830 erwShnten Expressionssystemen beweric- 
stelligt werden. 

Die vorstehend beschriebenen und weitere in ahnlicher Weise geeignete Testsysteme konnen die Grundlage bilden fur 
in vitro-Screening-Verfahren, vorzugsweise zum primaren Screening, mit denen man aus einer Vielzahl verschiedener 
Substanzen diejenigen auslesen kann, die im HinbUck auf die erfindungsgemaBe Anwendung brauchbar sind. Beispiels- 45 
weise konnen mittels kombinatorischer Chemie umfangreiche Stoffbanken angelegt werden, die Myriaden potentieiler 
Wirkstoffe umfassen. Das Durchmustem kombinatorischer Substanzbibliotheken nach Stoffen mit gewiinschter Aktivi- 
tat ist automatisierbar. Screening-Roboter dienen der effizienten Auswertung der vorzugsweise auf Mikrotiterplatten an- 
geordneten Einzelassays. 

Eine besonders efifektive Technologic zur Durchfuhrung derartiger Verfahren ist der im Bereich des Wrkstoffscree- 50 
nings bekannte Scintillation Proximity Assay, kurz SPA genannt. Kits und Komponenten zur Durchfuhrung dieses As- 
says konnen kommerziell bezogen werden, beispielweise bei Amersham Pharmacia Biotech. Fur enzymatische Ibstan- 
wendungen werden im Frinzip solubilisierte oder membrangebundene Substrate auf Scintillationssubstanz enthaltraden, 
kleinen Fluoromikrospharen inmiobilisi^. Je nach Art der zu testenden enzymatischen Aktivitat ist das Substrat radio- 
akti V markiert und die Scintillationssubstanz wird solange zur lichtemission angeregt, wie die raumliche Nahe zwischen 55 
Scintillationssubstanz und Radiomarkierung gegeben ist, oder es wird die radioaktive Markierung in das immobilisierte 
Substrat eben durch die zu messende Enzymaktivitat eingefugt und als Folge die Scintillationssubstanz wird solange zur 
Lichtemission angeregt So ^eben sich Ibstformate, bei denen eine abnehmende bzw. zunehmende Signalintensitat ge- 
messen wird. 

Eine weitere besonders effektive Technologic zur Durchfuhrung derartiger Verfahren ist die im Bereich des Wirkstoff- 60 
screenings bekannte FlashPlate®-Technologie. Kits und Komponenten zur Durchfuhrung dieses Assays koimen kom- 
merziell bezogen werden, beispielweise bei NEN® Life Science Products. Dieses Prinzip basi^rt ebenfalls auf Mikroti- 
terplatten (96er oder 384er), die mit Scintillationssubstanz beschichtet sind. 

Die erfindungsgemaBe Verwendung von Heparanase-Inhibitoren beinhaltet im Rahmen der Behandlung ein Verfahren. 
Dabei wird dem zu behandelnden Individuum, vorzugsweise einem Saugei; insbesondere einem Menschen, Nutz- oder 65 
Haustier, eine wirksame Menge eines oder mebrerer Heparanase-Inhibitoren, in der Regel der pharmazeutischen und 
tierarzneilichen Praxis entsprechend formuliert, verabreicht. Ob eine solche Behandlung angezeigt ist und in welcher 
Form sie zu erfolgen hat, hangt vom Einzelfall ab und unterliegt einer medizinischen Beurteilung (Diagnose), die vor- 
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handene Anzeichen, Symptome und/oder Fehlfiinktionen, Risiken, bestimmte Anzeichen, Symptome und/oder Fehl- 
funktionen zu entwickeln, und weitere Faktoien miteinbezieht. 

Die erfindungsgemSBe Lehre richtet sich vor allem auf die Horstellung pharmazeutischer Mittel zur Behandlung eines 
Individuums, vorzugsweise eines SSugers, insbesondcre eines Menschen, Nutz- oder Haustieres. So werden die Inhibi- 
5 toien gewdhnlich in Form von pharmazeutischen Zusanunensetzungen verabreicht, die einen pharmazeutisch vertragli- 
chen Exzipienten mit wenigstens einem erfindungsgemaBen Inhibitor, gegebenfalls auch einem Gemisch mehrerer erfin- 
dungsgemafier Inhibitoren, und gegebenenfalls weiteren Wirkstoffen umfassen, Diese Zusanunensetzungen konnen bei- 
spielsweise auf oralem, rektalem, transdermalem, subkutanem, intravendsem, intramuskul&nem oder intranasalem ^g 
verabreicht werden. 

10 Beispiele geeigneter pharmazeutischer Formulierungen sind feste Arzneiformen, wie Pulver, Puder, Granulate, Tablet- 
ten, Pastillen, Sachets, Cachets, Dragees, Kapseln wie Hart- und Weichgelatinekapsehi, Suppositorien oder vaginale 
Arzneiformen, halbfeste Arzneiformen, wie Salben, Cremes, Hydrogele, Fasten oder Pflastei; sowie flussige Arzneifor- 
men, wie Losungen, Emulsionen, insbesondere Ol-in-wasser-£mulsionen, Suspensionen, beispielsweise Lotionen, In- 
jektions- und Infiisionszubmitungen, Augen- und Ohrentropfen. Auch implantierte Abgabevorrichtungen kdnnen zur 

15 Verabreichung erfindungsgemaBer Inhibitoren vorwendet werden. Femer kSnnen auch Liposomen, Mikrospharen oder 
Polymermatrizes zur Anwendung konmien. 

Bei der Herstellung der Zusanunensetzungen werden erfindungsgenmSe Inhibitoren gewdhnlich mit einem Exzipien- 
ten vermischt oder verdtinnt. Exzipienten konnen feste, halbfeste oder flussige Materialien sein, die als \fehikel, Trager 
oder Medium fur den Wrkstoff dienen. 

20 Zu geeigneten Exzipienten gehoren beispielsweise Lactose, Dextrose, Succrose, Sorbitol, Manitol, Starken, Akazien- 
gummi, Calciumphosphat, Alginate, Traganth, Gelantine, Calciumsilikat, mikrokristalline Cellulose, Polyvinylpyrroli- 
don. Cellulose, Wasser, Sirup und Methylcellulose. Femer konnen die Formulierungen pharmazeutisch akzeptable TVa- 
ger oder ubliche HilfsstofTe, wie Gleitmittel, beispielsweise Talg, Magnesiumstearat und Mineralol; Netzmittel; emulgie- 
rende und suspendierende Mittel; konscrvierende Mittel, wie Methyl- und Propylhydroxybenzoate; Antioxidantien; An- 

25 tireizstoffe; Chelatbildner; Dragierhilfsmittel; Emulsionsstabilisatoren Rlmbildner; Gelbildner; Geruchsmaskienings- 
mittel; Geschmackskorrigentien; Harze; Hydrokolloide; Losemittel; Losungsvermittler; Neutralisierungsmittel; Pfcrmea- 
tionsbeschleuniger; Pigmente; quatemare Ammoniumveibindungen; Riickfettungs- und Uberfettungsmittel; Salben-, 
Creme- oder Ol-GrundstoflFe; SiUkon-Derivate; Spreithilfsmittel; Stabilisatoren; Sterilanzien; Suppositoriengrundlagen; 
Tabletten-Hilfsstoffe, wie Bindemittel, Fullstoffe, Gleitmittel, Sprengmitteloder Dberzuge; TVeibmittel; Trocknungsmit- 

30 tel; Triibungsmiltel; Verdickungsmittel; Wachse; Weichmacher; WeiBole umfassen. Eine diesbezugliche Ausgestaltung 
beruht auf fachmannischem Wissen, wie beispielsweise in Redler, H. P., Lexikon der Hilfsstofife fur Pharmazie, Kosme- 
tik und angrenzende Gebiete, 4. Auflage, Aulendorf: ECV-Editio-Kantor-Verlag, 1996, dargestellt ist. 

Die vorliegende Erfindung wird anhand der nachfolgenden Beispiele naher erlautert, ohne darauf beschrankt zu sein. 
Fig. 1 zeigt die gelelektrophoretische Auftrennung der nach RT-PCR gemaB Beispiel 1 erfaaltenen Amplifikate parallel 

35 zu Molekulaigewichtsstandards (MWM) und der Negativ-Kontrolle (negativ). 

Beispiel 1 

Heparanase-Expression in einem Ratten-Modeli fur kongestive Herzinsuffizienz 

40 

Das verwendete Her-Modell wurde von Wesener et al. in Circulation 95, 1253-1259 (1997) beschrieben. So entwik- 
kelten fUnf mit der Aortenklemmtechnik behandelte Ratten (Nt 3, 15, 24, 25, 112) eine kongestive Herzinsuffizienz 
(Herzhypertrophie). Die Herzen wurden entnonmen, und die mRNA wurde in iiblicher Weise isoliert. Mittels RT-PCR 
konnte die Menge an exprimierter Heparanase-mRNA bestinmit werden, indem man als Sense-Primer das Oligonukleo- 

45 tid mit der Sequenz SEQ ID NO: 3 und als Antisense-Primer das Oligonukleotid mit der Sequenz SEQ ID NO: 4 verwen- 
dete. Parallel wurde die GADPH-Expression als Housekeeping-Gen gemessen. Die gleiche Untersuchung wurde an 
Kontroiltieren (Ratten Nr. 11, 17, 19, 32, 33) vorgenommen. 

Die jeweiligen mittels RT-PCR erhaltenen Amplifikate wurden elekUrophoretisch aufgetrennt, und ihre Menge wurde 
quantifiziert. Fig. 1 zeigt fur die Tiere 11, 17, 19. 32 und 33 der Kontrollgruppe sowie die Tiere 3, 15, 24, 25 und 112 der 

50 Testgruppe die erhaltenen Amplifikate nach elektrophoretischer Auftrennung. Die Quantifizierung eigab folgende, Je- 
wells auf die GAPDH-Expression bezogene Heparanase-mRNA-Spiegeb 
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I^beUel 





Tier Nr. 


mRNA-Expression | 


Kontrollgruppe 


11 


5,117 1 


17 


5,077 


19 


4,65 


32 


3,812 


33 


3,474 


Testgruppe 


3 


4,205 


15 


4,223 


24 


4,14 


25 


4,102 


112 


4,093 1 



Als Mittelwerte ei^geben sich fur die Kontrollgruppe 4,289 ± 0.75 und fiir die Tbstgruppe 4,153 ± 0,06. Diese Wcrte 25 
zeigen, dafi der im Modell induzierte pathologische Zustand nicht mit einer Regulation der Expression von Heparanase- 
mRNA verbunden ist, sondem die im Zusammenhang mit Herzhypertrophie und Herzinsufiizienz auftretende intra- und 
extrazellulare Ansauerung die Heparanase-Aktivital moduliert (Schini-Kerth et al (1997) Circulation 96, 3888-3896; 
Shrode et al. (1997) J Bioenerg Bipmembr 29, 393-399; Kraus and Wolf (1996) Tumor Biol 17, 133-154; Tamagaki et 
al (1996) Atherosclerosis 123, 73-82; Brown and Breton (1996) J Exp Biol. 1 99, 2345-2358; Apkon et al. (1997) Am J so 
Physiol 273, H434-445; Ito et al (1997) J. Clin Invest 99, 125-135; Tkjima et al. (1998) Circulation 98, 2760-2764; Ho- 
res et al (1996) Kidney Int. Suppl 55, S. 122-125; Hisatome et al. (1997) Gen Pharmacol 29, 557-560; Russ et al. (1996) 
Pflugers Arch 433, 26-34). 
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<110> Knoll AG 



<120> USE OF HEPARANASE INHIBITORS FOR THE TREATMENT OF 
HEART FAILURE 

<130> M/40261 

<140> 

<141> . 
<160> 4 

<170> Patentin Ver. 2.1 

<210> 1 

<211> 1724 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<220> 
<221> CDS 

<222> (52).. (1683) 
30 <400> 1 

aggcgggccg ctgcgcggca gctggcgggg gagcagccag gtgagcccaa g atg ctg 57 

Met Leu 
1 



10 



15 



20 



25 



35 



40 



45 



50 



55 



60 



Ctg cgc teg aag cct gcg ctg ccg ccg ccg ctg atg ctg ctg etc ctg 105 
Leu Arg Ser Lys Pro Ala Leu Pro Pro Pro Leu Met Leu Leu Leu Leu 
5 10 15 

ggg ccg ctg ggt ccc etc tec cct ggt gee ctg ccc cga cct gcg caa 153 
Gly Pro Leu Gly Pro Leu Ser Pro Gly Ala Leu Pro Arg Pro Ala Gin 
20 25 30 

gca cag gae gtc gtg gac ctg gac ttc ttc acc cag gag ccg ctg cac 201 
Ala Gin Asp Val Val Asp Leu Asp Phe Phe Thr Gin Glu Pro Leu His 
35 40 45 50 

ctg gtg age ccc teg ttc ctg tec gtc acc att gac gee aac ctg gee 249 
Leu Val Ser Pro Ser Phe Leu Ser Val Thr lie Asp Ala Asn Leu Ala 
55 60 65 

aeg gac ccg egg ttc etc ate etc ctg ggt tet eca aag ett cgt acc 297 
Thr Asp Pro Arg Phe Leu lie Leu Leu Gly Ser Pro Lys Leu Arg Thr 
70 75 80 



65 
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ttg gcc aga ggc ttg tct cct gcg tac ctg agg ttt ggt ggc acc aag 345 
Leu Ala Arg Gly Leu Ser Pro Ala Tyr Leu Arg Phe Gly Gly Thr Lys 
85 90 95 

5 

aca gac ttc eta att ttc gat ccc aag aag gaa tea aec ttt gaa gag 393 
Thr Asp Phe Leu lie Phe Asp Pro Lys Lys Glu Ser Thr Phe Glu Glu 
100 105 110 

to 

aga agt tae tgg caa tct caa gtc aac eag gat att tge aaa tat gga 441 
Arg Ser Tyr Trp Gin Ser Gin Val Asn Gin Asp lie Cys Lys Tyr Gly 
115 120 125 130 

15 

tec ate cct cct gat gtg gag gag aag tta egg ttg gaa tgg ccc tac 489 
Ser lie Pro Pro Asp Val Glu Glu Lys Leu Arg Leu Glu Trp Pro Tyr 
135 140 145 

20 

cag gag caa ttg eta etc ega gaa cac tae eag aaa aag ttc aag aac 537 
Gin Glu Gin Leu Leu Leu Arg Glu His Tyr Gin Lys Lys Phe Lys Asn 
150 155 160 

25 

age acc tac tea aga age tct gta gat gtg eta tac act ttt gca aac 585 
Ser Thr Tyr Ser Arg Ser Ser Val Asp Val Leu Tyr Thr Phe Ala Asn 
165 170 175 

30 

tgc tea gga ctg gac ttg ate ttt ggc eta aat gcg tta tta aga aca 633 
Cys Ser Gly Leu Asp Leu He Phe Gly Leu Asn Ala Leu Leu Arg Thr 
180 185 190 

gca gat ttg cag tgg aac agt tct aat get cag ttg etc ctg gac tac 681 
Ala Asp Leu Gin Trp Asn Ser Ser Asn Ala Gin Leu Leu Leu Asp Tyr 
195 200 205 210 

tgc tct tec aag ggg tat aac att tct tgg gaa eta ggc aat gaa cct 729 4o 
Cys Ser Ser Lys Gly Tyr Asn He Ser Trp Glu Leu Gly Asn Glu Pro 
215 220 225 

aac agt ttC ctt aag aag get gat att ttc ate aat ggg teg eag tta 777 45 
Asn Ser Phe Leu Lys Lys Ala Asp He Phe He Asn Gly Ser Gin Leu 
230 235 240 

gga gaa gat ttt att caa ttg cat aaa ctt eta aga aag tec ace ttc 825 
Gly Glu Asp Phe He Gin Leu His Lys Leu Leu Arg Lys Ser Thr Phe 
245 250 255 

aaa aat gca aaa etc tat ggt cct gat gtt ggt cag cct ega aga aag 873 
Lys Asn Ala Lys Leu Tyr Gly Pro Asp Val Gly Gin Pro Arg Arg Lys 
260 265 270 



aeg get aag atg ctg aag age ttc ctg aag get ggt gga gaa gtg att 921 
Thr Ala Lys Met Leu Lys Ser Phe Leu Lys Ala Gly Gly Glu Val He 
275 280 285 290 



60 
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gat tea gtt aca tgg cat cac tac tat ttg aat gga egg act get ace 969 
Asp Ser Val Thr Trp His His Tyr Tyr Leu Asn Gly Arg Thr Ala Thr 
295 300 305 

agg gaa gat ttt eta aac cct gat gta ttg gac att ttt att tea tct 1017 
Arg Glu Asp Phe Leu Asn Pro Asp Val Leu Asp lie Phe lie Ser Ser 

310 315 320 

gtg eaa aaa gtt tte cag gtg gtt gag age aec agg cet ggc aag aag 1065 
Val Gin Lys Val Phe Gin Val Val Glu Ser Thr Arg Pro Gly Lys Lys 
325 330 335 

gtc tgg tta gga gaa aca age tct gea tat gga ggc gga gcg cec ttg 1113 
Val Trp Leu Gly Glu Thr Ser Ser Ala Tyr Gly Gly Gly Ala Pro Leu 
340 345 350 

eta tec gac acc ttt gca get ggc ttt atg tgg ctg gat aaa ttg ggc 1161 
Leu Ser Asp Thr Phe Ala Ala Gly Phe Met Trp Leu Asp Lys Leu Gly 
355 360 365 370 

ctg tea gee cga atg gga ata gaa gtg gtg atg agg caa gta tte ttt 1209 
Leu Ser Ala Arg Met Gly He Glu Val Val Met Arg Gin Val Phe Phe 
375 380 385 

gga gca gga aac tac cat tta gtg gat gaa aac tte gat cct tta cct 1257 
Gly Ala Gly Asn Tyr His Leu Val Asp Glu Asn Phe Asp Pro Leu Pro 
390 395 400 

3^ gat tat tgg eta tct ctt ctg tte aag aaa ttg gtg ggc acc aag gtg 1305 
Asp Tyr Trp Leu Ser Leu Leu Phe Lys Lys Leu Val Gly Thr Lys Val 
405 410 415 

40 tta atg gca age gtg caa ggt tea aag aga agg aag ctt cga gta tac 1353 
Leu Met Ala Ser Val Gin Gly Ser Lys Arg Arg Lys Leu Arg Val Tyr 
420 425 430 



5 



10 



15 



20 



25 



30 



45 



SO 



55 



60 



Ctt eat tgc aca aac act gac aat cea agg tat aaa gaa gga gat tta 1401 
Leu His Cys Thr Asn Thr Asp Asn Pro Arg Tyr Lys Glu Gly Asp Leu 
435 440 445 450 

act ctg tat gee ata aac etc cat aat gtc acc aag tac ttg egg tta 1449 
Thr Leu Tyr Ala He Asn Leu His Asn Val Thr Lys Tyr Leu Arg Leu 
455 460 465 

cec tat cet ttt tct aac aag eaa gtg gat aaa tac ctt eta aga cct 1497 
Pro Tyr Pro Phe Ser Asn Lys Gin Val Asp Lys Tyr Leu Leu Arg Pro 
470 475 480 

ttg gga cct cat gga tta ctt tec aaa tct gtc caa etc aat ggt eta 1545 
Leu Gly Pro His Gly Leu Leu Ser Lys Ser Val Gin Leu Asn Gly Leu 
485 490 495 
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avv Cwa cla^ 




gcg 


gou 


gab 




uug 


cca ccu u^o aug gaa aaa 


1 QQ^ 


Thr Leu Lys 


Met 


Val 


Asp 


Asp 


Gin Thr 


Leu 


Pro Pro Leu Met GIu Lys 




500 








505 






510 




ccz czc C99 


cca 


gga 


age 


eca 


ctg ggc 


ttg 


cca get ttc tea tat agt 


lD4i 


Pro Leu Arg 


Pro 


Gly 


Ser 


Ser 


Leu Gly 


Leu 


Pro Ala Phe Ser Tyr Ser 




515 






520 








525 530 




ttt ttt gtg 


ata 


aga 


aat 


gcc 


aaa gtt 


get 


get tgc ate tga 


1683 


Phe Phe Val 


He 


Arg 


Asa 


Ala 


Lys Val 


Ala 


Ala Cys -He 








535 








540 
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aaataaaata tactagtcct gaaaaaaaaa aaaaaaaaaa a 1724 



20 

<210> 2 
<211> 543 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 

<400> 2 

Met Leu Leu Arg ser Lys Pro Ala Leu Pro Pro Pro Leu Met Leu Leu 
15 10 15 

Leu Leu Gly Pro Leu Gly Pro Leu Ser Pro Gly Ala Leu Pro Arg Pro 
20 25 30 

Ala Gin Ala Gin Asp Val Val Asp Leu Asp Phe Phe Thr Gin Glu Pro 35 
35 40 45 



Leu His Leu Val Ser Pro Ser Phe Leu Ser Val Thr He Asp Ala Asn 
50 55 60 

Leu Ala Thr Asp Pro Arg Phe Leu He Leu Leu Gly Ser Pro Lys Leu 
65 70 75 80 

Arg Thr Leu Ala Arg Gly Leu Ser Pro Ala Tyr Leu Arg Phe Gly Gly 
85 90 95 



Tyr Gly Ser He Pro Pro Asp val Glu Glu Lys Leu Arg Leu Glu Trp 
130 135 140 

Pro Tyr Gin Glu Gin Leu Leu Leu Arg Glu His Tyr Gin Lys Lys Phe 
145 150 155 160 

Lys Asn Ser Thr Tyr Ser Arg Ser Ser Val Asp Val Leu Tyr Thr Phe 
165 170 175 



25 



30 



40 



45 



Thr Lys Thr Asp Phe Leu He Phe Asp Pro Lys Lys Glu Ser Thr Phe 

100 105 110 50 

Glu Glu Arg Ser Tyr Trp Gin Ser Gin Val Asn Gin Asp He Cys Lys 
115 120 125 



55 



60 



65 
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Ala Asn Cys Ser Gly Leu Asp Leu lie Phe Gly Leu Asn Ala Leu Leu 
180 185 190 

Arg Thr Ala Asp Leu Gin Trp Asn Ser Ser Asn Ala Gin Leu Leu Leu 
195 200 205 



10 



Asp Tyr Cys Ser Ser Lys Gly Tyr Asn lie Ser Trp Glu Leu Gly Asn 
210 215 220 



IS 



Glu Pro Asn Ser Phe Leu Lys Lys Ala Asp lie Phe lie Asn Gly Ser 
225 230 235 240 

Gin Leu Gly Glu Asp Phe lie Gin Leu His Lys Leu Leu Arg Lys Ser 
245 250 255 



20 Thr Phe Lys Asn Ala Lys Leu Tyr Gly Pro Asp Val Gly Gin Pro Arg 
260 265 270 



25 



30 



Arg Lys Thr Ala Lys Met Leu Lys Ser Phe Leu Lys Ala Gly Gly Glu 
275 280 285 

Val lie Asp Ser Val Thr Trp His His Tyr Tyr Leu Asn Gly Arg Thr 
290 295 300 

Ala Thr Arg Glu Asp Phe Leu Asn Pro Asp Val Leu Asp lie Phe lie 
305 310 315 320 



35 



Ser Ser Val Gin Lys Val Phe Gin Val Val Glu Ser Thr Arg Pro Gly 
325 330 335 



40 



Lys Lys Val Trp Leu Gly Glu Thr Ser Ser Ala Tyr Gly Gly Gly Ala 
340 345 350 

Pro Leu Leu Ser Asp Thr Phe Ala Ala Gly Phe Met Trp Leu Asp Lys 
355 360 365 



4s Leu Gly Leu Ser Ala Arg Met Gly He Glu Val Val Met Arg Gin Val 
370 375 380 



50 



55 



Phe Phe Gly Ala Gly Asn Tyr His Leu Val Asp Glu Asn Phe Asp Pro 
385 390 395 400 

Leu Pro Asp Tyr Trp Leu Ser Leu Leu Phe Lys Lys Leu Val Gly Thr 
405 410 415 

Lys Val Leu Met Ala Ser Val Gin Gly Ser Lys Arg Arg Lys Leu Arg 
420 425 430 



60 



Val Tyr Leu His Cys Thr Asn Thr Asp Asn Pro Arg Tyr Lys Glu Gly 
435 440 445 



Asp Leu Thr Leu Tyr Ala He Asn Leu His Asn Val Thr Lys Tyr Leu 
450 455 460 



65 
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Arg Leu Pro Tyr Pro Phe Ser Asn Lys Gin Val Asp Lys Tyr Leu Leu 
465 470 475 480 

Arg Pro Leu Gly Pro His Gly Leu Leu Ser Lys Ser Val Gin Leu Asn 
485 490 495 



Gly Leu Thr Leu Lys Met Val Asp Asp Gin Thr Leu Pro Pro Leu Met 
500 505 510 



10 



Glu Lys Pro Leu Arg Pro Gly Ser Ser Leu Gly Leu Pro Ala Phe Ser 
515 520 525 

Tyr Ser Phe Phe Val lie Arg Asn Ala Lys Val Ala Ala Cys lie 
530 535 540 



15 
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<210> 3 
<211> 24 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence ^ 
<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Oligonucleotide 

useful as sense primer for the amplification of 3° 
human heparanase cDNA 

<400> 3 

cctgaaggct ggtggagaag tgat 24 3s 



<211> 24 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Description of Artificial Sequence :Oligonucleotide 
useful as antisense primer for the amplification 
of human heparanase cDNA 

50 

<400> 4 

gccagctgca aaggtgtcgg atag 24 



55 

P^tentanspruche 

1. Venvendung wenigstens eines Heparanase-Inhibitors zur Behandlung von Herzinsuffizienz und damit zusam- 
menhangenden Anzeichen, Symptomen und/oder Fehlfunktionen. 

2. Venvendung nach Anspruch 1 zur Behandlung von kongestiver Herzinsuffizienz und damit zusammenhSngen- 60 
den Anzeichen, Symptomen und/oder Fehlfunktionen, 

3. Venvendung nach Anspruch 1 oder 2 zur Behandlung von peripheren Odemen, Lungen- und Leberkongestion, 
Dyspnoe, Brust- und Bauchwassersucht 

4. Venvendung nach einem der vorhetgenden AnsprUche, wobei wenigstens ein Heparanase-Inhibitor ein Glycosa- 
minoglykan isL 65 

5. Venvendung nach Anspruch 4, wobei das Glycosaminoglykan ausgewahlt ist unter Heparinen mit zutnindest 
teilweise reduzierten Carboxylgruppen, zumindest partiell N-desulfatierten, N-acetylierten Heparinen, zumindest 
partiell N,0-desulfaticrten, N-resulfatierten Heparinen, Oacylierten Heparinen, sulfatierten und/oder phosphory- 
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lierten Oligosacchariden, glycomimetischen Saccharopeptiden, Laminarin-Sulfaten, Suramin und Ibachyspinsaure. 
6. Verwendung nach einem der AnsprUche 1 bis 3, wobei wenigstens ein Hq>aranase-Inhibitor eine nied^rmoleku- 
lare Verbindung ist. 



Hieizu 1 Seite(n) Zeichnungen 



14 



- Leerseite - 



ZEICHNUNGEN SEITE 1 



Nummer: 
Int. C\J: 

OfTenlegungstag: 



DE 199 55 803 A1 
A61K 4^00 

23. Mai 2001 



m 

33 

32 

25 i 

24 

19 

17 

IS 

li 

3 



0^ 

K i 




102 021/654 



This Page is Inserted by IFW Indexing and Scanning 
Operations and is not part of the Official Record 

BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document are accurate representations of the original 
documents submitted by the applicant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 

□ BLACK BORDERS 

□ IMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 

□ FADED TEXT OR DRAWING 

□ BLURRED OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWING 

□ SKEWED/SLANTED IMAGES 

□ COLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 

□ GRAY SCALE DOCUMENTS 

□ LINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 

^IIrEFERENCE(S) or EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 

□ OTHER: , 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 



